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AI Sorodni vrsti, soška (Salmo marmoratus) in potočna postrv (Salmo trutta), se 
izrazito razlikujeta glede na vzorec v koži – pri soški postrvi najdemo labirinten, pri 
potočni postrvi pa pikčast vzorec. Z obsežnimi bioinformacijskimi analizami in ob 
dostopnosti dobro anotiranega genoma potočne postrvi smo prišli do velikega 
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in silico: besedna zveza, ki se nanaša na postopke in poskuse, ki potekajo z 
računalniškimi orodji 
in vitro: besedna zveza, ki se nanaša na postopke in poskuse, ki potekajo v 
nadzorovanem okolju zunaj živega organizma 
in vivo: besedna zveza, ki se nanaša na postopke in poskuse, ki potekajo v 
živem organizmu 
pleiotropija:  pojav, pri katerem en gen vpliva na več navidezno nesorodnih 
znakov (različnih fenotipskih lastnosti) 
poikilotermi: hladnokrvni organizmi z nestalno telesno temperaturo, ki jo regulira 
temperatura okolice 
takson: skupina organizmov, ki se uvršča v določeno sistematsko kategorijo 
(vrsta, rod, družina, red, razred, deblo, kraljestvo) 
touchdown: PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov 
Tyndallov pojav: prožno sipanje svetlobe zaradi koloidnih delcev ali delcev v 
suspenziji 
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DNK: deoksiribonukleinska kislina 
GO: konzorcij za ontologijo genov (angl. Gene Ontology) 
KEGG: Kjotska enciklopedija genov in genomov, prosto dostopna zbirka 
bioloških poti (angl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 
kDa enota atomske mase, kilodalton, 1000 daltonov 
mRNK informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger RNA) 
NGS: sekvenciranje naslednje generacije (angl. Next-Generation Sequencing) 
PCR: verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PP: potočna postrv 
RNK: ribonukleinska kislina 
RFLP: analiza polimorfizmov dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction 
Fragment Length Polymorphism) 
SNP: polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. Single Nucleotide 
Polymorphism) 
SP: soška postrv 
μ: mikro 
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Poglobitev znanja o genetskem ozadju lastnosti organizmov je pomembna zaradi vrste 
socioloških, zdravstvenih in ekonomsko-gospodarskih vidikov ter zato dolgoletni predmet 
človekovih aktivnosti. Med fenotipskimi lastnostmi pigmentni vzorec najbolj izstopa in je 
bil hitro razpoznan kot temeljni sistem za raziskovanje mehanizmov morfogeneze in 
diferenciacije. Pigmentne celice, imenovane kromatofore, ki s svojo značilno 
razporeditvijo v koži oblikujejo izstopajoče pigmentne vzorce, srečamo tudi pri ribah, kjer 
imajo pomembno vlogo pri zaščiti pred soncem, izogibanju naravnim plenilcem, 
privabljanju oziroma izbiri partnerja za razplod, sporazumevanju v socialnih skupinah idr. 
(Parichy, 2006; Singh in Nüsslein-Volhard, 2015). 
Pestrost barv in barvnih vzorcev je posledica podvojenih kopij genov in tudi najmanj šest 
tipov kromatofor, ki pokrivajo celotni barvni spekter: črne do rjave melanofore in rumene 
do oranžne ksantofore, rdeče eritrofore, bele levkofore in modre cianofore ter lesketajoče 
iridofore (Braasch in sod, 2007; Mills in Patterson, 2009). Na pigmentacijo vplivajo tudi 
medcelični stiki in strukture, ki naj bi skupaj skrbeli za organizacijo celic (Watanabe, 
2017; Mahalwar in sod., 2016).  
Da bi natančneje razjasnili genetsko ozadje obarvanosti in nastanka pigmentnega vzorca 
pri postrvih, smo podrobneje preučili sorodni vrsti, soško (Salmo marmoratus) in potočno 
postrv (Salmo trutta). Vrsti se med seboj vidno razlikujeta v vzorcu v koži – soško postrv 
prepoznamo po njenem značilnem labirintnem vzorcu, potočno postrv pa po pikčastem 
vzorcu. Njuna značilna vzorca nastaneta zaradi različnega položaja in ultrastrukture 
pigmentnih celic med vrstama. Na celični ravni so pri potočni postrvi prisotne eritrofore, ki 
jih pri soški postrvi ni, obenem pa ima potočna postrv tudi višjo organiziranost pigmentnih 
celic v koži (Djurdjevič in sod., 2015). V različno obarvanih delih kože soške in potočne 
postrvi se številni geni različno izražajo; nekateri bi glede na vlogo beljakovin lahko 
bistveno vplivali na nastanek pigmentnega vzorca in njegovo vzdrževanje (Djurdjevič, 
2018). Gene v ozadju nastanka pigmentnega vzorca lahko uvrstimo v dve osnovni skupini: 
(1) gene, ki sodelujejo v procesih, povezanih s pigmentacijo in (2) gene, ki sodelujejo v 
medcelični komunikaciji in medceličnih povezavah (Djurdjevič, 2018). Na različno 
razporeditev pigmentnih celic v koži, ki se odraža kot različni pigmentni vzorec, pa lahko 
poleg različno izraženih genov vplivajo tudi spremenjene funkcije nekaterih beljakovin kot 
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1.1 RAZISKOVALNI CILJI IN HIPOTEZE 
 
Namen magistrske naloge je bila priprava seznama kandidatnih genov z zaznanimi 
enonukleotidnimi spremembami, ki vplivajo na spremenjeno aminokislinsko zaporedje in 
potencialno na funkcijo beljakovin, in ki bi glede na svojo vlogo lahko bili povezani z 
nastankom in vzdrževanjem pigmentnega vzorca pri postrvih. V ta namen smo za izbran 
set genov pripravili genotipizacijski test in z njim določili genotip več vzorcem soške in 
potočne postrvi kot tudi križancem, za katere so značilni zelo različni pigmentni vzorci – 
ugotavljali smo morebitno povezavo med genotipom in kompleksnostjo pigmentnega 
vzorca pri križancih. 
Magistrska naloga je nadaljevanje doktorske disertacije Djurdjevič (2018), v okviru katere 
je bil določen transkriptomski profil različno obarvanih delov kože pri soški in potočni 
postrvi. Transkriptom lahko služi tudi kot baza podatkov za določanje enonukleotidnih 
sprememb v nukleotidnem zaporedju genov, ki so izraženi v specifičnem tkivu.  
Osrednji namen magistrske naloge je bil poglobiti znanje o genetskem ozadju, ki vodi do 
nastanka labirintnega vzorca pri soški postrvi oziroma pikčastega vzorca pri potočni 
postrvi. Odločilno vlogo pri nastanku pigmentnega vzorca pri postrvih ima po vsej 
verjetnosti specifična medcelična komunikacija med kromatoforami, ki poteka preko 
različnih medceličnih povezav (Djurdjevič, 2018), zato posebno pozornost namenjamo 
kandidatnim genom, ki nosijo zapis za take beljakovine.  
Magistrska naloga temelji na naslednjih hipotezah: 
− pigmentni vzorec pri postrvih je posledica polimorfizmov v genih, ki so vključeni v 
celično interakcijo, 
− pri križancih med soško in potočno postrvjo (hibridih) je jasno nakazana povezava 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PIGMENTACIJA PRI ŽIVALIH 
 
Pigmentacija pri živalih je velikega pomena, saj igra vlogo tako v naravni kot spolni 
selekciji. Pomembna je za preživetje, organizmom, ki barve zaznavajo, pa predstavlja tudi 
način komunikacije in prepoznavanja v socialnih skupinah. Kljub njeni očitno pomembni 
evolucijski vlogi, pa je le malo znanega o nastanku in razvoju samih pigmentnih vzorcev. 
Ti se pojavijo šele v obdobju post-embrionalnega razvoja, zato je njihovo raziskovanje 
oteženo (Nüsslein-Volhard in Singh, 2017).  
Prve raziskave genetskega ozadja pigmentacije pri živalih segajo že daleč v preteklost, ko 
so se z vprašanjem pogostosti pojava določenega fenotipa soočali raziskovalci iz 17. in 18. 
stoletja. Zgodnje raziskave oziroma opažanja so kasneje postala temelj nadaljnjih raziskav 
načinov dedovanja in interakcij, v katerih so opredelili gene, ki igrajo ključno vlogo v 
specifikaciji, diferenciaciji in morfogenezi pigmentnih celic ter tistih celic, ki so vključene 
v proces sinteze pigmentov (Mills in Patterson, 2009). 
 
2.1.1 Pigmentni vzorci 
 
Prav tako kot barve, ki jih običajno najprej opazimo, so zanimivi tudi pigmentni vzorci, ki 
se pojavljajo v koži živali in se z evolucijskega vidika zelo hitro razvijajo. Posledično 
lahko opazimo velike fenotipske razlike med vrstami v okviru istega rodu; nasprotno pa je 
možno naleteti tudi na velike podobnosti med evolucijsko oddaljenimi taksoni (Mills in 
Patterson, 2009). Vzorci torej predstavljajo zanimivo področje za preučevanje poteka 
naravne selekcije in evolucije. V 21. stoletju je namreč zaradi izjemnega napredka 
tehnologije in razvoja novih metod raziskav razumevanje različnih vidikov pigmentacije 
ponovno zaživelo. 
Pestrost vzorcev je rezultat različnih položajev, ki jih lahko zavzamejo pigmentne celice in 
kopičenja barvil ali kristalnih struktur v citoplazmi pigmentnih celic (Mahalwar in sod., 
2016). Pri vretenčarjih večina kromatofor izvira iz multipotentnih embrionalnih celic 
nevralnega grebena, iz katerih se lahko razvijejo tudi drugi, sorodni, celični tipi (Singh in 
Nüsslein-Volhard, 2015; Patterson in Parichy, 2019). 
Intenzivnost barve služi kot način prepoznave in izbire partnerja za parjenje, je pomemben 
del izogibanja naravnim plenilcem in sporazumevanja znotraj socialnih skupin. Ena izmed 
nalog barve je tudi zaščita vitalnih organov pred škodljivim sončnim sevanjem in 
termoregulacija. Živali, ki niso izpostavljene svetlobi so pogosto brezbarvne, npr. jamske 
živali in nematode oziroma ogorčice (Singh in Nüsslein-Volhard, 2015). 
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Pri vretenčarjih je prisotna zelo pestra paleta vzorcev – od črnih in belih prog pri zebri do 
monotonih, umirjenih rjavih barv pri domačem vrabcu ter živih barv in drznih vzorcev 
tropskih rib. Pege so lahko redne in ponavljajoče kot tiste, ki jih najdemo pri gepardu, ali 
široke in nepravilnih oblik, kot črno-beli vzorec pri kravah molznicah. Črne proge so lahko 
ponavljajoče po celem telesu, kot pri tigru, lahko pa jih najdemo zgolj na določenih 
predelih, kot so obroči na rakunovem repu. Tabby barvni vzorec pri mačkah nam je najbolj 
domač – gre za izmenjavo področij z izraženim agouti genom (svetli pasovi) in področij s 
popolnoma evmelaninskimi dlakami (temne proge; Mills in Patterson, 2009).  
 
2.2 PIGMENTACIJA PRI RIBAH 
 
Pri ribjih vrstah se srečujemo z veliko zapletenostjo in raznolikostjo barvnih vzorcev, saj 
sta rezultat podvajanja genov in prisotnosti do kar šestih med seboj različnih tipov 
kromatofor, ki vsebujejo različne pigmente in kemične spojine. Dokazano je, da za razliko 
od sesalcev in ptičev, melanofore rib proizvajajo zgolj pigment evmelanin, feomelanin pa 
pri njih ni bil odkrit (Braasch in sod., 2009, cit. po Djurdjevič, 2018; Patterson in Parichy, 
2019; Cal in sod., 2019). Prisotne ksantofore in eritrofore vsebujejo rumene do rdeče 
pteridinske in/ali karotenoidne pigmente. V iridoforah in levkoforah so prisotni kristalni 
vključki, ki so zgrajeni iz purinov, ti pa so odgovorni za odboj svetlobe in lesketajoč 
izgled. Modre cianofore vsebujejo pigmentne organele, imenovane biokromi, katerih 
kemične sestave še ne poznamo (Mills in Patterson, 2009; Fujii, 1993). 
 
2.2.1 Pigmentni vzorec pri ribah iz podrazreda Teleostei 
 
Prave kostnice (Teleostei) so največji podrazred rib. Vanj uvrščamo preko 10.000 vrst iz 
več kot 200 družin, kar predstavlja več kot 95 % vseh znanih ribjih vrst (Cal in sod., 2017). 
Za modelni organizem tega podrazreda je bila zaradi praktičnih razlogov in lažje 
laboratorijske obravnave že zgodaj izbrana cebrica (Danio rerio), na kateri je bila izvedena 
glavnina raziskav mehanizma nastanka pigmentnega vzorca. Ob tem pri drugih vrstah 
vretenčarjev velikost organizma, ki otežuje laboratorijsko gojenje, pozna spolna 
dozorelost, zahtevna shema križanja ter do sedaj velikokrat ne v celoti sekvenciran ali 
slabše anotiran genom (Djurdjevič, 2018) močno ovirajo raziskave pigmentnih vzorcev. 
Cebrica združuje številne prednosti, zaradi česar predstavlja izjemen sistem za preučevanje 
evolucije barvnega vzorca in vivo (Hamada in sod., 2014). Odlikujejo jo enostaven način 
gojenja s kratkim generacijskim intervalom, majhnost (3 do 4 cm), zunajtelesni razvoj in 
prosojen zarodek, enostavna genetska manipulacija ob dobro anotiranem genomu in veliko 
število transgenih linij, pri katerih so (načrtne) genetske modifikacije povzročile 
spremenjeno medsebojno vplivanje celic in s tem nove pigmentne vzorce (Nüsslein-
Volhard in Singh, 2017; Mahalwar in sod., 2016; Irion in Nüsslein-Volhard, 2019; Singh 
in Nüsslein-Volhard, 2015; Patterson in Parichy, 2019; Walderich in sod., 2016; Watanabe, 
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2017). Z bogatim spektrom pristopov in metod, ki vključujejo genetske manipulacije, nam 
cebrica predstavlja odličen modelni organizem za preučevanje lastnosti na nivoju tako 
fenotipa kot genotipa (Nüsslein-Volhard in Singh, 2017). 
Singh in Nüsslein-Volhard (2015) sta pigmentne gene za pigmentacijo teleostov, na 
podlagi fenotipov mutantov cebric s spremenjenimi pigmentnimi geni, razvrstila v tri 
skupine:  
1) geni z vplivom na nastanek pigmenta, ne pa tudi z vplivom na vzorec oziroma 
razvrstitev pigmentnih celic. Primeri so npr. mutanti cebrice albino, golden in sandy, 
pri katerih so melanofore popolnoma ali deloma izgubile sposobnost proizvajanja 
melanina in so zato svetlejše in nepigmentirane, kljub vsemu pa tvorijo značilne proge 
(Mahalwar in sod., 2016; Singh in Nüsslein-Volhard, 2015);  
2) geni z vplivom na razvoj enega ali več tipov pigmentnih celic. Primer je gen 
colourless, ki ima vlogo v histogenezi tistih tkiv, ki izhajajo iz nevralnega grebena, in 
posledično tudi v razvoju pigmentnih celic (Singh in Nüsslein-Volhard, 2015);  
3) geni z vplivom na medcelično komunikacijo in interakcije med pigmentnimi celicami.  
 
2.3 MEDCELIČNA KOMUNIKACIJA 
 
Živalsko telo sestavljajo specializirane celice z različnimi morfološkimi značilnostmi, 
kemijsko zgradbo in funkcijami. Njihova pestrost je posledica neprestane komunikacije 
med geni v celičnem jedru in beljakovinami v citoplazmi, ki se vzpostavi med 
ontogenetskim razvojem. 
Geni nosijo zapise za beljakovine, med drugim tudi za transkripcijske faktorje, ti pa so 
regulatorji nadaljnjega izražanja genov. Beljakovine tvorijo celični skelet, s čimer vplivajo 
na celično morfologijo, gibanje, znotrajcelični transport snovi in medcelično komunikacijo, 
v kateri sodelujejo tako v vlogi receptorjev kot ligandov (Jezernik in sod., 2015). 
Poleg avtonomnih celičnih poti je za razvoj pigmentnega vzorca pomembna tudi 
komunikacija celice z zunanjim okoljem (Mahalwar in sod., 2016). Če ima celica na svoji 
površini primerne receptorje, je sposobna zaznavanja signalov drugih okoliških celic, t.j. 
medcelične komunikacije. Preko receptorjev se v celici sproži veriga procesov, ki 
pripeljejo do izražanja novih transkripcijskih faktorjev (Eskova in sod., 2017). Celična 
interpretacija okoliških signalov je odvisna od telesu lastnih snovi (hormoni, živčni 
prenašalci), ki so prisotne v trenutku, ko celica prejme signal. Tako imajo lahko isti signali 
vlogo v številnih procesih. 
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Celična komunikacija, tako notranja kot zunanja, je torej temeljnega pomena za žive 
organizme. Obstajata dve bistveno različni obliki komunikacije med celicami, neposredna 
in posredna. Neposredna komunikacija poteka med celicami, ki so fizično povezane. 
Signali prehajajo iz ene celice v drugo skozi citoplazemsko tekočino. Posredna 
komunikacija pa vključuje difuzijo snovi skozi intersticijsko tekočino med celicami 
(Watanabe, 2017). 
Medcelična komunikacija v primeru oblikovanja pigmentnega vzorca je pogojena s 
prisotnostjo različnih tipov pigmentnih celic. Poznanih je veliko regulatornih faktorjev, ki 
uravnavajo izražanje posameznih pigmentnih genov ter sodelujejo pri diferenciaciji, 
preživetju in delovanju pigmentnih celic (Singh in Nusslein-Volhard, 2015). Veliko število 
teh je transkripcijskih faktorjev ali signalnih molekul, ki so vpete v specializacijo in 
preživetje celic ter posledično neposredno vplivajo na same pigmentne celice in njihove 
prekurzorje (Eskova in sod., 2017). Ionski kanali, koneksini in druge beljakovine v tesnem 
stiku so potrebni za medcelično komunikacijo in so ključni za prostorsko razporeditev 
kromatofor (Watanabe in sod., 2006; Irion in sod., 2014; Fadeev in sod., 2015; Mahalwar 
in sod., 2016). 
 
2.3.1 Neposredna interakcija med kromatoforami 
 
Spremenjen vzorec v koži cebric je prisoten pri mutantih brez enega tipa pigmentnih celic, 
kar nakazuje na pomembnost in vlogo vsake pigmentne celice za nastanek, razvoj in 
ohranjanje vzorca. Slednje so pokazale raziskave na manjkajočih melanoforah pri 
nacre/mitfa mutantih cebrice (Lister in sod., 1999), ksantoforah pri pfeffer/csf1ra mutantih 
(Parichy in sod., 2000) in odsotnih iridoforah pri shady/ltk mutantih (Fdeev in sod., 2016). 
Poleg tega se v primeru nerazvitosti dveh od obstoječih treh tipov pigmentnih celic pri 
mutantih vzorec ne vzpostavi, kar dokazuje pomembno vlogo interakcij med posameznimi 
tipi kromatofor (Mahalwar in sod., 2016). 
Analize mutanta cebrice leopard so prve podale spoznanja o mehanizmu, na katerem sloni 
nastanek pigmentnega vzorca. Nastanek pikčastega vzorca pri cebricah s fenotipsko 
dominantnim alelom leopard so simulirali s t.i. Turingovim modelom (Asai in sod., 1999), 
ki ga je pred 60 leti zasnoval angleški matematik Alan M. Turing (Turing, 1952). Ta 
reakcijsko-difuzijski matematični model sloni na dveh hipotetičnih dejavnikih, ki sta med 
seboj v interakciji, in s spremembo parametrov v enačbah omogoča nastanek različnih 
vzorcev in silico. V genetski raziskavi so Mahalwar in sod. (2016) dokazali, kako 
pomembne za razvoj in preživetje pigmentnih celic so njihove okoliške celice. Iridofore in 
ksantofore se pojavljajo v skupnih regijah, v katerih iridofore vplivajo na gostoto 
razporeditve in jakost obarvanosti ksantofor, nasprotno pa ksantofore z razdalje spodbujajo 
diferenciacijo in preživetje melanofor. 
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2.3.2 Vloga celičnih stikov pri nastanku in vzdrževanju pigmentnega vzorca 
 
Kandidatni geni, ki imajo vlogo pri nastanku in ohranjanju pigmentnega vzorca z 
razvrstitvijo pigmentnih celic v koži, so v večini povezani z medceličnimi stiki in 
komunikacijo (Irion in sod., 2014). Ti geni nosijo zapis za beljakovine, ki so sestavni del 
celičnega citoskeleta in tesnih, fokalnih, adherentnih ter presledkovnih medceličnih stikov 
oziroma povezav (slika 1). Te medcelične povezave tako vplivajo tudi na gibanje, 
pritrjanje in plazenje celic ter igrajo pomembno vlogo v medcelični komunikaciji.  
Tesni stiki (angl. tight junctions) povezujejo celice, pomagajo ohranjati njihovo polarnost 
in preprečujejo prehod molekul in ionov med apikalnim in bazalnim delom celic 
(Watanabe, 2017). Transmembranske beljakovine v tesnem stiku so povezane z aktinskim 
citoskeletom, zatorej bi lahko mutacija v genih, ki kodirajo te beljakovine, posredno 
vplivala tudi na aktinski citoskelet in celično gibanje. 
Slika 1: Shematski prikaz medceličnih stikov (Pathology Student, 2018). 
 
Presledkovni stiki (angl. gap junctions) so eni od več tipov medceličnih stikov, pri katerih 
gre za neposredno komunikacijo med sosednje ležečimi celicami. Presledkovni stiki 
povezujejo citosol obeh celic in omogočajo transport ionov, manjših molekul in nekaterih 
rastnih faktorjev (Jezernik in sod., 2015). Presledkovni stiki so pri vretenčarjih sestavljeni 
iz koneksonov, ki so skupek šestih beljakovin, imenovanih koneksini (Watanabe, 2017). 
Koneksini so poimenovani glede na njihovo molekulsko maso, npr. koneksin 41.8 
(Cx41.8) je beljakovina velikosti 41.8 kDa. Njihovo prisotnost zaznamo praktično povsod 
v telesu, izjema so celice odraslih skeletnih mišic, eritrociti in limfociti. Glede na fazo 
celične delitve in izpostavljenost celice stresu se spreminjata tako velikost kot število 
koneksinov (Djurdjevič, 2018). 
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2.3.2.1 Koneksini pri ribah iz podrazreda Teleostei 
 
V primerjavi z ostalimi vretenčarji obstaja pri cebrici več genov, ki kodirajo koneksine, kar 
je posledica duplikacije genoma pri teleostih. Pri cebrici je znanih 39 genov, pri ostalih 
vretenčarjih pa zgolj 21 (Watanabe, 2017). Watanabe (2017) je preučeval število 
koneksinov pri cebrici (D. rerio), atlantskemu slaniku (Clupea harengus) in medaki 
(Oryzias latipes), predstavnikih teleostov. Izsledki raziskave kažejo, da se v njihovih 
genomih nahaja okrog 40 genov, ki kodirajo koneksine (beljakovine), vendar ni znano, ali 
se vsi ti geni izražajo in so funkcionalni. 
Do sedaj je bilo pri cebrici potrjeno izražanje več genov za koneksine: cx39.9 v mišicah 
(Hirata in sod., 2012), cx52.6 in cx55.5 v očesni mrežnici (Klaassen in sod., 2011, cit. po 
Watanabe, 2017), cx43 v plavutih in vretencih (Misu in sod., 2016, cit. po Watanabe, 
2017), gena cx41.8 in cx39.4 pa imata dokazano vlogo v pigmentaciji (Watanabe in sod., 
2006; Irion in sod., 2014). 
Pomembna vloga presledkovnih stikov v pigmentaciji je bila potrjena pri najbolj znanih 
mutantih leopard cebrice, ki namesto črt po celotnem telesu tvorijo pike. Ti imajo 
spremenjen gen cx41.8 (Watanabe in sod., 2006). Beljakovina Cx41.8 je sestavni del 
presledkovnih stikov med kromatoforami (slika 2A), natančneje med ksantoforami in 
melanoforami, in lahko tvori tako homomerne presledkovne stike kot tudi heteromerne 
presledkovne stike (slika 2B). Vloga heteromernih presledkovnih stikov v pigmentaciji je 
bila potrjena tudi v raziskavi Irion in sod. (2014), v kateri so potrdili pomen mutacije na 
genu cx39.4 pri mutantu cebrice luchs, pri katerem se pikčast vzorec pojavi zgolj na trupu 
in ne tudi na plavutih, kot pri mutantu leopard. Na podlagi izsledkov obeh raziskav so 
raziskovalci zaključili, da tvorita beljakovini Cx41.8 in Cx39.4 heteromerne presledkovne 
stike, ki so potrebni za medcelično interakcijo med melanoforami in ksantoforami. 
 
(A) Prikaz koneksina. (B) Shematični prikaz heteromernega presledkovnega stika. 
Slika 2: Struktura presledkovnega stika (Irion in sod., 2014: 3).  
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2.4 PIGMENTACIJA PRI SALMONIDIH 
 
Intenziven razvoj novih tehnologij in sekvenciranje naslednje generacije (NGS, angl. next-
generation sequencing) odpirata nove možnosti za študij pigmentacije tudi pri nemodelnih 
organizmih. Omogočata nam cenejše in natančnejše genetske študije, zaradi katerih na 
prostoživečih živalih opravljamo raziskave, ki smo jih v preteklosti lahko izvajali zgolj na 
laboratorijskih modelnih živalih. Med nemodelnimi živalmi, katerih pigmentacijo so z 
NGS že raziskovali, tako najdemo afriškega ostrižnika (Kratochwil in sod., 2018) in tudi 
salmonide (Leclercq in sod., 2010; Djurdjevič, 2018). 
Ribe iz družine salmonidov so izredno raznolike tako po obnašanju in razmnoževanju kot 
tudi po videzu, ki je različen glede na okolje, v katerem živijo (Povž in Sket, 1990). Vsem 
pa je skupna tolsta plavut ali tolščenka, ležeča med hrbtno in repno plavutjo (Snoj, 1997).  
Največ morfoloških raziskav pri salmonidih je bilo do danes namenjenih raziskavam 
rožnatega obarvanja njihovega mesa, ki je pomembno predvsem z ekonomskega vidika 
(Bjerkeng, 2000). Prav tako je pomembna komercialna lastnost v ribogojstvu tudi videz 
ribe, saj vpliva na preference potrošnikov in s tem na tržno vrednost rib. V zadnjem 
desetletju je bil dosežen velik napredek v študijah kvantitativnih genetskih parametrov za 
gospodarsko pomembne lastnosti, povezane s pigmentacijo kože, na molekularnem 
področju pa v izboljšavah v kartiranju in kloniranju nekaterih genov, ki sodelujejo pri 
oblikovanju barve rib (Colihueque, 2010). 
Obširnejše raziskave obarvanosti kože pri postrvih so se začele šele v 20. stoletju na tistih 
vrstah, ki so bile gospodarsko pomembne ali pa so jih uporabljali za laboratorijske 
raziskave. Odkrili so, da ima pigmentacija pri salmonidih enostavno monogensko ali 
poligensko ozadje, kjer sodelujejo lokusi z dominantnim, recesivnim ali kodominantnim 
mehanizmom dedovanja (Colihueque, 2010; Djurdjevič, 2018). V dodatnih raziskavah pa 
so ugotovili, da je pigmentacija obenem posledica tudi poligenske kontrole, kot npr. pri 
številu črnih in rdečih pik potočne postrvi (Blanc in sod., 1994). 
 
2.4.1 Pigmentne celice in barvni vzorec v koži postrvi 
 
Izvedenih je bilo zgolj nekaj morfoloških raziskav o kromatoforah in njihovi razporeditvi v 
koži salmonidov. V njihovi koži naj bi se nahajali štirje tipi pigmentnih celic: melanofore, 
ksantofore, iridofore in eritrofore (Leclercq in sod., 2010; Djurdjevič, 2018). Veliko večino 
le-teh najdemo v zgoščenem delu tik pod vrhnjico, nekaj posamičnih pa tudi v globljih 
plasteh pod luskami (Djurdjevič, 2018).  
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V zgodnjih fazah rasti si je obarvanost med različnimi vrstami salmonidov zelo podobna. 
Svoj končni pigmentni vzorec salmonidi dobijo šele s spolno zrelostjo. Pigmentni vzorci 
odraslih osebkov se med seboj močno razlikujejo, v osnovi pa jih lahko razporedimo v 
različne skupine glede na ozadje in razporeditev pik (svetlo/temno ozadje s temnimi, 
svetlimi ali obarvanimi pikami). Pojavlja se tudi labirinten vzorec, vendar redkeje, npr. pri 
soški postrvi (Djurdjevič, 2018).  
Velika razlika med sorodnima vrstama, soško in potočno postrvjo, ki v koži izražata 
labirinten ali pikčast vzorec, je vzbudila naše zanimanje. Djurdjevič (2018) je preučevala 
celično ozadje različnega pigmentnega vzorca. V temni regiji kože soške postrvi in črnih 
pikah v koži potočne postrvi je opisala neprekinjen pas melanofor. V svetlem in temnem 
delu kože soške postrvi ter svetlem delu kože potočne postrvi se po izsledkih njenih 
raziskav nahajajo ksantofore. Tretji tip pigmentnih celic – iridofore – je prisoten v 
zgornjem sloju pigmentnih celic in vsebuje kristalinske ploščice, ki pod določenim kotom 
odbijajo svetlobo in delujejo kot mavrične paličice. Vsebujejo purine, ki so odgovorni za 
belo-srebrno obarvanost kože obeh vrst rib. Iridofore tipa S (angl. short) so prisotne v vseh 
predelih kože pri obeh vrstah, iridofore tipa L (angl. long) pa se nahajajo zgolj v svetlem 
delu kože potočne postrvi. 
Poleg zgoraj opisanih tipov pigmentnih celic je na dveh regijah (črne in rdeče pike) kože 
potočne postrvi Djurdjevič (2018) opazila še četrti tip pigmentnih celic – eritrofore, ki jih v 
koži soške postrvi ni. Le-te lahko razdelimo v dva tipa: eritrofore tipa 1 in eritrofore tipa 2, 
ki se razlikujejo na podlagi velikosti in tipa vključkov ter različne lokacije v koži potočne 
postrvi. Pri eritroforah tipa 1 so prisotni karotenoidni vezikli (črna pika v koži potočne 
postrvi), pri eritroforah tipa 2 pa večji eritrosomi (rdeča pika potočne postrvi). 
 
2.4.2 Nastanek vzorca v koži postrvi 
 
Do danes so raziskali zgolj nekaj morfoloških in genetskih razlik v obarvanosti med 
salmonidi. Raziskave so potekale na mutantih, primer sta albino in golden mutanta, ki 
nastaneta zaradi depigmentacije melanofor kot posledica napak v sintezi melanina, ter 
mutanti z različnimi modrimi odtenki, ki ne nastanejo zaradi kemičnega pigmenta, temveč 
zaradi strukturnih sprememb barvil v kromatoforah in Tyndallovega pojava (Blanc in sod., 
2006). 
Pogosto imajo geni barvnih mutantov postrvi pleiotropne učinke, kar pomeni, da ima en 
gen vpliv na več različnih lastnosti. Primeri so rumene različice, ki imajo slabšo 
preživitveno sposobnost in rast (Dobosz in sod., 2000), kobaltno modra barva mutantov je 
povezana z debelostjo, motnjami v jetrih in ledvicah (Yada in sod., 2002) ter s popolno 
sterilnostjo pri obeh spolih zaradi izgube velikega dela hipofize (Kaneko in sod., 1993). 
Zgolj kovinsko modra barva mutantov je izkazala ugodnejšo in hitrejšo rast osebkov od 
divjega tipa in je zato edina zanimiva za rejo (Kincaid, 1975).  
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V raziskavah so odkrili tudi kar nekaj genov, vključenih v pigmentacijo kože pri 
salmonidih. Sodelujejo pri sintezi pigmentov, melanina (dct, silv, vps18) in pteridinov 
(clot, dhpr, pcbd; Braasch in sod., 2007), ali pri specializaciji ksantofor glede na njihovo 
kemijsko zgradbo, morfološke značilnosti in funkcije (csflr; Parichy in sod., 2000).  
Sivka in sod. (2013) so izvedli raziskavo, v kateri so identificirali specifične gene, ki imajo 
vpliv na različen pigmentni vzorec pri soški in potočni postrvi. Potrdili so vlogo genov 
hdac1, vps18, dct in scg2a v pigmentaciji živali. V signalno pot Wnt sta vključena gena 
hdac1 in dct, gen vps18 ima vlogo v biogenezi melanosomov, gen sdg2a pa deluje kot 
fiziološki dejavnik v pigmentaciji kože. Avtorji so na podlagi dotedanjih ugotovitev in 
izsledkov svoje raziskave predpostavili veliko vlogo reakcijsko-difuzijskega mehanizma in 
signalne poti Wnt pri nastanku značilnega labirintnega vzorca pri soški postrvi.  
Djurdjevič in sod. (2019) so izvedli analizo transkriptoma različno obarvanih predelov 
kože odraslih primerkov soške in potočne postrvi. Več ključnih genov, vključenih v 
pigmentacijo (dct, tyr, tyrp1, pmel in ednrb), je pokazalo razlike v profilih izražanja med 
obema vrstama, odkrili pa so tudi nekaj genov, ki se med vrstama različno izražajo in 
sodelujejo pri medceličnih stikih (gja1, gja5, gjb6, gjd2, mpp3, tjp1) ter pri vzpostavitvi 
membranskega in akcijskega potenciala (clcn2, ctr2, kcnk3). Ugotovili so, da je 
vzdrževanje različnih pigmentnih vzorcev v koži postrvi odvisno od specifične medcelične 
komunikacije, ki vključuje presledkovne stike, tesne stike in ionske kanale med 
kromatoforami. 
Več kot polovica do sedaj identificiranih genov je v genomu salmonidov prisotna v 
podvojenih kopijah. Nekateri od teh genov so se podvojili ob zgodnji podvojitvi genoma, 
ki se je pri ribah zgodila pred 250 do 350 milijoni let, ostali pa so posledica 
avtotetraploidizacije, ki je značilna prav za salmonide in je zgodovinsko sorazmerno nov 
dogodek, ki se je zgodil pred 25 do 100 milijoni let (Braasch in sod., 2007). V evoluciji 
pigmentnih genov so domnevno pomembni prav dogodki podvojevanja genoma, kar bi 
pojasnilo tako veliko pestrost barv in barvnih vzorcev pri ribah, še posebno pri salmonidih 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Naša raziskava je potekala v dveh delih (slika 3): 
1. Bioinformacijska analiza 
a. izbor kandidatnih genov in bioloških poti 
b. identifikacija nukleotidnih polimorfizmov med populacijama soške (Salmo 
marmoratus) in potočne postrvi (Salmo trutta) 
c. razvrščanje kandidatnih polimorfizmov po prioritetah 




Slika 3: Shema poteka dela. 
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3.1 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA 
 
3.1.1 Izbor kandidatnih genov in bioloških poti, povezanih s pigmentnim vzorcem pri 
cebrici 
 
V prvem delu raziskave smo ročno pregledali znanstveno literaturo s področja 
pigmentacije pri modelnem organizmu cebrici (Danio rerio) in tako zbrali do sedaj znane 
kandidatne gene. V publikaciji Baxter in sod. (2018) je bilo opisanih 650 potencialnih 
kandidatnih genov za barvni vzorec pri cebrici, v raziskavi Hosseini in sod. (2019) pa 201 
gen. Oba seznama kandidatnih genov smo združili v skupno število 713 različnih genov, ki 
so predstavljali naš osnovni nabor kandidatnih genov za pigmentni vzorec pri cebrici. 
Funkcijsko analizo seznama kandidatnih genov smo izvedli po protokolu, ki je objavljen v 
članku Reimand in sod. (2019) in opisuje zaporedno uporabo programskih orodij STRING 
(Szklarczyk in sod., 2019), g:Profiler (Raudvere in sod., 2019) in Cytoscape (Shannon in 
sod., 2003). Orodja združujejo podatke zbirk ontologije genov (GO, Gene Ontology) in 
bioloških poti (KEGG). Analizo obogatenih bioloških poti smo izvedli z orodjem DAVID 
(Huang in sod., 2009) in identificirali biološke poti, ki so povezane s pigmentacijo pri 
cebrici. Ortologne gene pri potočni postrvi smo poiskali z orodjem BioMart (Smedley in 
sod., 2015). 
 
3.1.2 Identifikacija enonukleotidnih polimorfizmov med populacijama soške (Salmo 
marmoratus) in potočne postrvi (Salmo trutta) 
 
Polimorfizme med vzorci populacij soške in potočne postrvi smo identificirali v 
transkriptomskih podatkih na ravni celotnega genoma (slika 4). Odčitke RNA-Seq, ki so 
bili vključeni v predhodni študiji analize izražanja pigmentnih genov pri soški in potočni 
postrvi (Djurdjevič, 2018), smo poiskali v Evropskem arhivu nukleotidov pod 
identifikacijsko številko PRJNA485234 (ENA, 2020). Vzorci so bili sekvencirani s 
sekvenatorjem Illumina HiSeq 2000, parni odčitki (angl. paired-end) mRNK iz različno 
obarvanih delov kože soške in potočne postrvi so bili v povprečju dolgi 100 bp. V 
transkriptomsko analizo so bili zajeti trije vzorci čiste soške postrvi iz ribogojnice 
Tolminka iz Tolmina in trije vzorci čiste potočne postrvi iz ribogojnice na Bledu. 
Ker so nas zanimale razlike v genomskem zaporedju med soško in potočno postrvjo, smo 
odčitke združili po vrstah (S. trutta: 7.341.492 odčitkov – združeni odčitki iz treh različno 
obarvanih regij kože; S. marmoratus: 8.043.973 odčitkov – združeni odčitki iz dveh 
različno obarvanih regij kože) in jih poravnali na referenčni genom potočne postrvi 
(fSalTru1.1; NCBI, 2020) z orodjem STAR Aligner (Dobin in sod., 2013). Za 
identifikacijo enonukleotidnih polimorfizmov v poravnanih sekvencah smo uporabili 
orodje Varscan 2 (Koboldt in sod., 2012), za njihovo anotacijo pa orodje SnpEff 
(Cingolani in sod., 2012).  
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3.1.3 Razvrščanje kandidatnih polimorfizmov po prioritetah 
 
Med vsemi identificiranimi polimorfizmi med soško in potočno postrvjo smo izbrali 
kandidatne enonukleotidne polimorfizme (SNP-je) za preverjanje v laboratoriju in 
nadaljnje raziskave. Pri razvrščanju kandidatnih polimorfizmov po prioritetah smo 
upoštevali: 
1) frekvenca alelne variante je pri eni vrsti visoka (> 90 %), pri drugi vrsti pa nizka 
(< 10 %) (slika 5), 
2) SNP mora biti nesinonimen (pri polimorfizmu mora priti do zamenjave 
aminokisline, kar ima velikokrat za posledico vidne spremembe na fenotipu 
organizma), 
3) SNP mora imeti oceni SIFT (Sim in sod., 2012) in PROVEAN (Choy in Chan, 
2015), ki napovedujeta možen vpliv aminokislinske zamenjave na 3D strukturo 
beljakovine, 
4) SNP je znotraj ortolognega gena katerega od kandidatnih genov za pigmentacijo pri 
cebrici (zbrani iz literature) in je udeležen v kateri od bioloških poti, povezanih s 
pigmentacijo (identificirani z analizo obogatenih bioloških poti). 
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Slika 5: Identifikacija enonukleotidnih polimorfizmov med vzorci soške in potočne postrvi iz 
transkriptomskih podatkov.  
 
Na sliki 5 je prikazan primer odseka poravnave odčitkov RNA-Seq, na katerem smo 
identificirali sedem SNP-jev pri potočni postrvi, pri soški postrvi pa osem. Lokusi, kjer se 
soška postrv razlikuje od potočne postrvi so SNP4, SNP6 in SNP10. V postopku 
prioritizacije izločimo SNP10, saj ne zadošča kriteriju, da mora biti frekvenca 
alternativnega alela > 90 %. Za prikaz poravnave odčitkov smo uporabili program IGV 
(Robinson in sod., 2011). 
Podatke o polimorfnih mestih smo shranili v datotekah formata VCF (Variant Call 
Format), za delo z njimi pa smo uporabili orodje VCFtools (Danecek in sod., 2011). Ker 
za SNP-je pri postrvi v javno dostopnih zbirkah še ni ocen SIFT, smo jih izračunali s 
pomočjo orodja SIFT4G (Vaser in sod., 2016). 
 
3.2 PREVERJANJE POLIMORFIZMOV V LABORATORIJU 
 
3.2.1 Opis vzorcev 
 
V analizo smo vključili vzorce soških in potočnih postrvi ter križancev, ki so že bili 
vključeni v analizo izražanja kandidatnih genov za pigmentni vzorec v koži postrvi 
(Djurdjevič, 2018). Vzorce petih odraslih primerkov soške in potočne postrvi smo pridobili 
v ribogojnici v Tolminu in na Bledu, vzorce 18 križancev med soško in potočno postrvjo 
pa z izlovom v naravi v reki Volarji, kjer so križanci še prisotni. Pred odvzemom koščka 
predrepne plavuti so bile ribe omamljene in fotografirane. Vzorce plavuti smo do izolacije 
DNK hranili v 70 % etanolu. 
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Rokovanje s poskusnimi živalmi je potekalo v skladu z nacionalnimi zahtevami in sklepom 
U34401-60/2013/4, ki ga je sprejelo Ministrstvo za kmetijstvo in okolje za izvedbo 
raziskovalnih dejavnosti na ribjih tkivih.  
 
3.2.2 Načrtovanje PCR-RFLP analize 
 
3.2.2.1 Izolacija jedrne DNK 
 
DNK smo izolirali iz koščka predrepne plavuti. Delu odvzetega tkiva, posušenega na 
zraku, smo dodali 600 μl ekstrakcijskega pufra (0,5 M TRIS, 0,1 M EDTA in 2 % SDS) in 
5 μl proteinaze K. Suspenzijo smo inkubirali preko noči pri 37 °C in jo po končani 
inkubaciji postavili na led. Ohlajenim vzorcem smo dodali 350 μl 5 M amonijevega 
acetata, jih dobro premešali ter ponovno postavili na led. Po centrifugiranju (15 minut pri 
13.000 rpm) smo supernatant odpipetirali v novo centrifugirko in mu dodali 600 μl ledeno 
hladnega izopropanola. Po dodatku izopropanola smo vzorce rahlo premešali in jih 
postavili na led za pol ure. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 13.000 
rpm. Supernatant smo po centrifugiranju zavrgli, DNK pa sprali z 200 μl 70 % etanola, 
posušili ter raztopili v 30 μl mili-Q vode. 
Za nadaljnje analize smo uporabili le vzorce, kjer je bilo na spektrofotometru NanoVue 
(Ge Healtcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) ocenjeno razmerje A260/280 ~ 1,80 
ali več. V tem primeru je molekula DNK dovolj čista in brez ostalih primesi. Prav tako 
smo s spektrofotometrom izmerili koncentracijo DNK. Vzorce DNK smo redčili na 
koncentracijo približno 50 do 100 ng/μl. 
 
3.2.2.2 Izbira začetnih oligonukleotidov 
 
Začetne oligonukleotide za pomnoževanje najmanj 100 baznih parov dolgih regij izbranih 
kandidatnih genov smo načrtovali s programoma Primer3 (Untergasser in sod., 2012) in 
Primer-BLAST (Ye in sod., 2012). Program Primer3 smo uporabili za načrtovanje 
komplementarnih začetnih oligonukleotidov, ki obdajajo regijo SNP v kandidatnem genu. 
Njihovo teoretično specifičnost smo preverili s programom Primer-BLAST. Izbrali smo 
začetne oligonukleotide, ki so se specifično prilegali le na izbrano regijo v genomu postrvi. 
Zaporedja uporabljenih začetnih oligonukleotidov za analizo kandidatnih genov so 
navedena v poglavju 4.2.1. 
Začetne oligonukleotide smo raztopili v ustrezni količini destilirane vode do koncentracije 
250 nmol/l v založnih raztopinah. Delovne raztopine smo pripravili z redčenjem založnih 
raztopin v razmerju 1:25 do končne delovne koncentracije 10 nmol/l. 
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3.2.2.3 Izbira restrikcijskih encimov 
 
Za genotipizacijo smo uporabili restrikcijsko analizo. Ustrezne restrikcijske endonukleaze 
smo izbrali s pomočjo programa WebCutter 2.0 (Maarek in sod., 1997), ki je prosto 
dostopen na spletu in opravi in silico restrikcijsko analizo DNK sekvence. Primerjali smo 
rezultate in silico restrikcijske analize krajšega nukleotidnega zaporedja okoli SNP mesta 
pri soški in potočni postrvi ter pripravili seznam encimov za diskriminacijo različic med 
obema vrstama. Uporabljeni encimi za posamezni lokus so navedeni v poglavju 4.2.1.  
 
3.2.3 Potek PCR 
 
Za optimizacijo pomnoževanja fragmentov kandidatnih genov smo uporabili tako klasičen 
kot »touchdown« protokol in različni polimerazi: Taq DNA Polymerase (1 U/μl, 500 U, 
Thermo Scientific) in One Taq DNA Polymerase (5000 U/ml, 200 U, New England 
Biolabs); spreminjali smo temperaturo prileganja in dodajali pospeševalce pomnoževanja s 
PCR – dimetilsulfoksid (DMSO) in goveji serumski albumin (BSA). Za uspešnejši se je 
izkazal touchdown protokol (slika 6) z uporabo OneTaq polimeraze (New England 
Biolabs) ob dodatku DMSO in BSA. Ob vsakokratnem pomnoževanju smo uporabljali tudi 
negativno kontrolo brez dodatka DNK, kjer smo preverjali morebitne zunanje 
kontaminacije. Reakcijska mešanica za reakcijo PCR je podana v preglednici 1. 
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Preglednica 1: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
 
Zmes PCR Za 1 vzorec 
mili-Q H2O 12,7 μl 
DMSO 0,5 μl 
BSA 0,5 μl 
OneTaq Standard Reaction Buffer (1X) 4 μl 
5' in 3' začetni oligonukleotid (0,2 μM) 0,4 μl 
dNTP (2,0 mM) 0,4 μl 
OneTaq DNA Polymerase 0,1 μl 
DNK 1 μl 
Skupen volumen 20 μl 
 
Uspešnost pomnoževanja s PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Uporabili 
smo 1,5 % agarozni gel z dodanim etidijevim bromidom. Na gel smo nanesli 5 μl PCR 
produkta z dodanim nanašalnim barvilom bromfenol modro. Elektroforeza je potekala 20 
minut pri 100 V. 
 
3.2.4 Restrikcijska analiza 
 
Za restrikcijsko analizo – RFLP (angl. Restriction Fragment Length Polymorphism) v 
20 μl reakcijski mešanici smo uporabili 0,5 μl restrikcijskega encima, 2 μl pufra, 2,5 μl 
destilirane vode ter 15 μl PCR produkta. Glede na izbrane endonukleaze smo izbrali tudi 
restrikcijski pufer in pogoje restrikcije – temperaturo in čas trajanja reakcije ter 
temperaturo inaktivacije endonukleaze. 
Rezultate restrikcijske analize smo preverili na agarozni gelski elektroforezi. Restrikcijske 
fragmente smo ločili s pomočjo 2,5 % agaroznega gela, na katerega smo nanesli 12 μl 
reakcije z dodanim nanašalnim barvilom. Ločevanje fragmentov je potekalo 60 minut pri 
50 V. Nato smo jih na transiluminatorju (294 nm) detektirali z uporabo etidijevega 
bromida. 
 
3.2.5 Primerjava rezultatov genotipizacije posameznih lokusov s pigmentnim vzorcem 
pri križancih 
 
Med 20 testiranimi kandidatnimi geni smo po zasnovanem genotipizacijskem testu uspešno 
optimizirali genotipizacijski protokol za štiri lokuse in jih uporabili za genotipizacijo 
križancev med soško in potočno postrvjo. Genotip posameznega križanca na posameznem 
lokusu smo primerjali s pigmentnim vzorcem križanca. Uporabili smo rezultat analize 
kompleksnosti vzorca iz raziskave Djurdjevič (2018) in fotografije križancev. V zgoraj 
navedeni študiji je ocena fenotipa temeljila na oceni kompleksnosti vzorca (angl. pattern 
simplicity score; PSS) in celokupnega barvnega odtenka in deleža območja rdečih pik 
(Miyazawa in sod., 2010). 
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4.1 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA 
 
4.1.1 Kandidatni geni in biološke poti, povezane s pigmentnim vzorcem pri cebrici 
 
4.1.1.1 Izbor kandidatnih genov 
 
Seznama kandidatnih genov iz publikacije Baxter in sod. (2018) ter raziskave Hosseini in 
sod. (2019) smo združili v nov seznam s skupnim številom 713 različnih kandidatnih 
genov za pigmentni vzorec pri cebrici. Kandidatnim genom smo z orodjem BioMart 




4.1.1.2 Biološke poti 
 
Z analizo s pomočjo zbirke bioloških poti KEGG smo kandidatne gene (ortologne gene za 
katerega od kandidatnih genov za pigmentacijo pri cebrici) z vsaj enim mestom SNP med 
soško in potočno postrvjo razvrstili med biološke poti (slika 7). Poti z največjim številom 
takšnih genov so bile: razvojna pot (angl. Developmental process), razvoj anatomskih 
struktur (angl. Anatomical structure development), diferenciacija celic (angl. Cell 
differentiation) in razvoj večceličnega organizma (angl. Multicellular organism 
development). Med visoko zastopanimi potmi so bile tesni stiki, signalna pot ščitničnih 
hormonov, adherentni stiki, melanogeneza in tudi presledkovni stiki. 
Seznamu kandidatnih genov smo dodali tudi gene, pri katerih smo določili nesinonimna 
SNP mesta in so vključeni v vsaj eno od petih bioloških poti, povezanih s pigmentacijo 
(identificirani z analizo obogatenih bioloških poti): (1) presledkovni stiki (angl. Gap 
junctions), (2) tesni stiki (angl. Tight junctions), (3) adherentni stiki (angl. Adherens 
junctions), (4) fokalna adhezija (angl. Focal adhesion) in (5) regulacija aktinskega 
citoskeleta (angl. Regulation of actin cytoskeleton). 
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(A) Biološke poti, v katerih kandidatni geni sodelujejo; (B) podrobnejša mreža dveh bioloških skupin, 
označenih na A. 





4.1.1.3 Polimorfizmi med populacijama soške in potočne postrvi  
 
V poravnavi odčitkov soških postrvi smo identificirali 2.768.241, v poravnavi odčitkov 
potočnih postrvi pa 2.173.456 polimorfnih mest v genomu. Primerjali smo množici 
polimorfizmov in identificirali 1.402.407 mest, v katerih se vzorci soške postrvi razlikujejo 
od referenčnega genoma (fSalTru1.1), ki pripada potočni postrvi, in tudi od naših vzorcev 
potočne postrvi. Polimorfizme smo anotirali in identificirali 358.809 nesinonimnih 
enonukleotidnih zamenjav, ki so predstavljale 4,21 % vseh polimorfizmov. Ko smo 
upoštevali še kriterij, da mora biti frekvenca alelne variante pri eni vrsti visoka (> 90 %), 
pri drugi vrsti pa nizka (< 10 %), smo dobili 30.513 SNP-jev. V naslednjem koraku 
razvrščanja kandidatnih polimorfizmov po prioritetah smo izbrali samo tiste SNP-je, ki se 
nahajajo v genih, ki so ortologni kandidatnim genom za pigmentacijo pri cebrici in imajo 
vlogo v kateri od petih poti, ki smo jih identificirali z analizo obogatenih bioloških poti. 
Prišli smo do ožjega izbora 137 SNP-jev znotraj 67 različnih genov in 349 različnih 
transkriptov (slika 8; priloga A). 
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Preglednica 2: Seznam najbolj polimorfnih kandidatnih genov s številom nesinonimnih enonukleotidnih 
polimorfizmov. 
 








Seznam ožjega izbora kandidatnih enonukleotidnih polimorfizmov smo sortirali glede na 
oceni SIFT (Sim in sod., 2012) in PROVEAN (Choy in Chan, 2015), ki napovedujeta 
možen vpliv vseh aminokislinskih zamenjav na 3D strukturo beljakovine. Z razporejenega 
seznama smo glede na oceni SIFT in PROVEAN izbrali prvih 20 genov, za katere smo v 
nadaljevanju načrtovali PCR-RFLP genotipizacijski test (preglednica 3). 
 
Slika 8: V Ensemblu narisan kariogram potočne postrvi (S. trutta) s prikazanimi lokacijami 67 kandidatnih 
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Preglednica 3: Seznam kandidatnih genov za preverjanje v laboratoriju. 
 
IME GENA Transkript  IME GENA Transkript 
tenasl (NA) XM_029769085  ssh2a XM_029714737 
fgfr2 XM_029714342  ssh1a XM_029716880 
amotl2a XM_029708309  hspa4b XM_029721918 
pard3ab XM_029725832  itgb1 XM_029725839 
waslb XM_029761002  lamb1b XM_029760853 
ssh2a XM_029772628  tjp1b XM_029757380 
magi1b XM_029774965  tjp1a XM_029721709 
nedd4l XM_029692371  egfra XM_029705295 
spata13 XM_029694963  itga3b XM_029708647 




4.2 REZULTATI GENOTIPIZACIJE 
 
4.2.1 PCR-RFLP analiza 
 
Genotipizacijski test smo načrtovali za 20 kandidatnih genov. Začetni oligonukleotidi in 
restrikcijski encimi, ki smo jih uporabili za genotipizacijo posameznega lokusa, so 
navedeni v preglednici 4. 
Med 20 testiranimi kandidatnimi geni smo genotipizacijski test uspešno izvedli za štiri 
lokuse: amotl2a, hspa4b, lamb1b in spata13. Rezultati genotipizacije štirih lokusov so 
navedeni v preglednici 5. Na sliki 9 je prikazan rezultat analize PCR-RFLP za lokus 
spata13.
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov in restrikcijskih encimov za genotipizacijo posameznega lokusa.  
IME GENA 





tenasl (NA) XM_029769085 PP: FokI GCCAAGGGTTACACTGGAGA GAGTTCGGAGCAGTCGTAGC 
fgfr2 XM_029714342 PP: BsaJI TGGTGATGGCCGAAGCATT TCAGCATCTTCACAGCCACT 
amotl2a XM_029708309 PP: BsrI CTGGAAGTAGAGATCCAGAGGA TCTGAGGTCTCTGTTGAAGTCG 
pard3ab XM_029725832 SP: AciI CGGTGTATGATGAGCAGGAA GCGGACGGAGTGACTTCTAT 
waslb XM_029761002 PP: BsaJI AGTATGTCACGGTTCCACGG TTCCGATGTCTGCCTTGGTC 
ssh2a XM_029772628 PP: BstNI TTTAGGACCCTACGCCAATG AATCCGAGTCCTTCCGTCTT 
magi1b XM_029774965 PP: AciI GCTCACCTGATAAGGGTCGT GAGGGGACCTGTAGGGAGAG 
nedd4l XM_029692371 PP: MnlI CTGAAGAGAGTCCAGACGGC CCTCTCCGTTGATGTCAGGC 
spata13 XM_029694963 PP: HaeIII TCAGCTGGTAGCCAGGAAGT CTCTCTCCTCAGCTCCTCCA 
prkag2b XM_029705041 PP: NcoI GAGGTCTGCAGCCACTCTGT ATGATGAGTTGGGCGAAGAG 
ssh2a XM_029714737 SP: ScrFI CAGAGTGCAGGGAGAGATCC CAGCGCGGTTGTCATAGTG 
ssh1a XM_029716880 SP: BsiI TAGAGCTGCTGGTGGTTCCT GGTCTTCAGCCGAGAAGTTG 
hspa4b XM_029721918 PP: AluI GGAATATGATCATGCAGGACAAG GCTTCACTGACGAATTTCTCC 
itgb1 XM_029725839 PP: Eco57I CCAGAAACTGAGCGACAACA GCTGGAGTTGGAGGACAGAG 
lamb1b XM_029760853 PP: MnlI GTCTGGAGAAGGAGCGGAAC GAGTCGATGAGCGTGTAGGG 
tjp1b XM_029757380 SP: Alw26I ACCATCAGACGGAAGCAGAA GGACTTGACGAGGGTGACTT 
tjp1a XM_029721709 PP: BsmFI TGGCTACCTGGAACCAAAGT GGAGACTCATCGTAGCGGAT 
egfra XM_029705295 SP: AluI CCAGAACGGAGTTTCGGACA AGATGCCATTGGAGGTGGTG 
itga3b XM_029708647 PP: AluI TTGTTCAAAATGGACGGCCC CACACCCGTGACCTCACAAT 
bcl2b XM_029725530 PP: HaeIII TGGAGGTCATCAGTGGCAAT TGGAAAGACTAGGGACGCTG 
PP: encim specifično reže alel, ki je značilen za potočno postrv. SP: encim specifično reže alel, ki je značilen za soško postrv. Z modro so označeni kandidatni geni, 
za katere smo genotipizacijski test uspešno izvedli. 
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SP: soška postrv, PP: potočna postrv, K: križanec, NK: negativna kontrola. 
Slika 9: Prikaz rezultata analize PCR-RFLP na agarozni gelski elektroforezi za lokus spata13.  
 
Preglednica 5: Genotipi križancev na štirih analiziranih kandidatnih genih: amotl2a, hspa4b, lamb1b in 
spata13.  
Vzorec AMOTL2A HSPA4B LAMB1B SPATA13 
SP AA AA AA AA 
PP BB BB BB BB 
K1 AB AA AB AB 
K2 AB AA AB AB 
K3 AB AB BB AB 
K4 AB AA AB AB 
K5 AB AB AA AB 
K6 AA AB AB BB 
K7 AA AB AA AB 
K8 AA AA AA AB 
K9 AA AA AB AA 
K10 AA AB AA AB 
K11 AA AB AA AA 
K12 AB AA AB AB 
K13 AB AB AA AB 
K14 AB AB AA AB 
K15 AB AA AA AB 
K16 AA AB AA AB 
K17 AA / AA BB 
K19 AA BB AB AA 
AA: homozigot za soško postrv, BB: homozigot za potočno postrv, AB: heterozigot. Genotipi vseh petih 
testiranih soških in potočnih postrvi so si na vseh štirih izbranih lokusih med seboj enaki, v preglednici je 
naveden genotip, značilen za soške (SP) in potočne postrvi (PP). 
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4.2.2 Primerjava rezultatov genotipizacije posameznih lokusov s pigmentnim vzorcem 
pri križancih 
 
Rezultati genotipizacije štirih kandidatnih genov (amotl2a, hspa4b, lamb1b in spata13) so 
prikazani v preglednici 5. Genotip posameznega križanca na posameznem lokusu smo 
primerjali z vzorcem v koži križancev med soško in potočno postrvjo (slika 10). Vzorec pri 
križancih smo primerjali tudi z grafom (slika 11), na katerem je prikazana porazdeljenost 
pigmentnih vzorcev glede na oceno enostavnosti/kompleksnosti vzorca in celokupen 
barvni odtenek, ki je bil zasnovan v predhodni raziskavi (Djurdjevič, 2018), ter ga 
primerjali z genotipom na posameznem izmed štirih analiziranih kandidatnih genov. 
 
SP: soška postrv, PP: potočna postrv, K: križanec. 
Slika 10: (A) Pigmentni vzorci v koži soških in potočnih postrvi ter njihovih križancev. (B) Pravokotnik 
prikazuje mesto zajete fotografije.  
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PP: potočna postrv, SP: soška postrv, K: križanec. 
Slika 11: Porazdeljenost pigmentnih vzorcev glede na oceno enostavnosti/kompleksnosti vzorca in celokupen 
barvni odtenek (Djurdjevič, 2018: 82). 
 
 
Kompleksnost vsakega vzorca je na grafu na sliki 11 prikazana glede na celotni barvni 
odtenek vzorca. Nižja ocena enostavnosti vzorca pomeni njegovo višjo kompleksnost 
(Djurdjevič, 2018). Kompleksnost vzorca pri križancih smo primerjali s fotografijami 
vzorca v koži križancev med soško in potočno postrvjo (slika 10) in z rezultati 
genotipizacije štirih lokusov (preglednica 5).  
Genotipiziran lokus amotl2a se po primerjavi rezultatov genotipizacije posameznih 
lokusov s pigmentnim vzorcem pri križancih najbolje ujema s fenotipi križancev.  
Na osnovi rezultatov analize kompleksnosti vzorca iz raziskave Djurdjevič (2018), ki 
temelji na dveh fenotipskih parametrih, ki sta bila ocenjena na fotografijah križancev 
(enostavnost vzorca (PSS) in celoten barvni odtenek), smo našli povezavo genotipa na 
lokusu amotl2a z barvnim fenotipom. Na osnovi obeh fenotipskih kriterijev lahko jasno 
ločimo fenotip soške in potočne postrvi, za katere je značilno, da imajo soške postrvi na 
lokusu amotl2a genotip AA, potočne pa genotip BB (slika 12). Fenotipsko se križanci med 
soško in potočno postrvjo razvrščajo med obe vrsti, tisti z genotipom AA na lokusu 
amotl2a so bližje soškim postrvim, medtem ko so križanci z genotipom AB med obema 
fenotipoma, značilnima za soško in potočno postrv. V našem materialu žal nismo imeli 
Brajnik Z. Vpliv enonukleotidnih polimorfizmov v kandidatnih genih na pigmentni vzorec pri postrvih. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2020    
27 
križancev z genotipom BB na lokusu amotl2a, zanje bi pričakovali, da bi se po fenotipskih 
lastnostih umestili bližje vzorcem potočne postrvi. 
 
 
PP: potočna postrv, SP: soška postrv, K: križanec. AA: homozigot za soško postrv, BB: homozigot za 
potočno postrv, AB: heterozigot. 
Slika 12: Porazdeljenost pigmentnih vzorcev glede na oceno enostavnosti/kompleksnosti vzorca in celokupen 
barvni odtenek s pripisanimi genotipi križancev za lokus amotl2a (Djurdjevič, 2018: 82). 
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V okviru magistrske naloge smo z metodo PCR-RFLP potrdili prisotnost enonukleotidnih 
sprememb, ki smo jih identificirali v transkriptomskih podatkih večjega števila vzorcev 
soške in potočne postrvi. V prvem koraku smo z analizo transkriptomov kožnega tkiva 
identificirali kandidatne gene, ki se razlikujejo med obema vrstama. Gene s potrjenimi 
polimorfizmi, ki z določeno verjetnostjo ločujejo soško in potočno postrv, smo v 
naslednjem koraku uporabili za genotipizacijski test različnih križancev med soško in 
potočno postrvjo, za katere so značilni zelo raznoliki pigmentni vzorci. Dokazali smo, da je 
pri križancih med soško in potočno postrvjo jasno nakazana povezava med pigmentnim 
vzorcem in genotipom vsaj enega od testiranih kandidatnih genov, amotl2a, kar 
podrobneje opišemo v poglavju 5.1.3. 
 
5.1.1 Bioinformacijska analiza 
 
Raziskovanje nastanka pigmentnega vzorca pri soški in potočni postrvi smo začeli z 
ročnim pregledom znanstvene literature s področja pigmentacije pri cebrici. Zbrali smo 
713 genov, ki imajo vlogo pri njenem pigmentnem vzorcu – ti so predstavljali naš osnovni 
nabor kandidatnih genov za pigmentni vzorec. Pri izboru kandidatnih genov smo 
prednostno obravnavali že poznane pigmentne gene in gene, ki so nosilci zapisa za 
beljakovine, katere so vključene v medcelično komunikacijo. Osnovni nabor genov s 
prisotnostjo transkriptov v pigmentnih celicah smo dodatno ožili s funkcijsko analizo, 
iskanjem ortolognih genov pri dobro anotiranem transkriptomu potočne postrvi in izborom 
nesinonimnih enonukleotidnih polimorfizmov. Osredotočili smo se na tiste kandidatne 
pigmentne gene, ki se razlikujejo med soško in potočno postrvjo. V zadnjem koraku smo 
enonukleotidnim polimorfizmom dodelili oceni SIFT in PROVEAN ter tako dobili seznam 
20 kandidatnih genov, ki imajo domnevno vlogo v pigmentaciji soške in potočne postrvi, 
za preverjanje v laboratoriju, ki je naveden v preglednici 3, v poglavju 4.1.1.3. 
Z obsežnimi bioinformacijskimi analizami in ob dostopnosti dobro anotiranega genoma 
potočne postrvi smo prišli do velikega števila genov z nesinonimnimi mutacijami, ki so 
kandidatni geni za pigmentacijo, potencialno pa tudi za druge fenotipske razlike med 
vrstama. 
Polimorfizme med vrstama smo identificirali na podlagi analize mRNK iz kože postrvi. 
Polimorfizmi z vplivom na pigment se sicer lahko nahajajo tudi v regulatornih regijah (npr. 
cis-regulatorne spremembe v izražanju gena kitlg; Miller in sod., 2007). Za identifikacijo 
polimorfizmov v regulatornih regijah bi potrebovali zaporedja genomske DNK. Čeprav je 
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v transkriptomskih podatkih možno zaznati polimorfna mesta, se pri tem pojavljajo 
tehnične težave zaradi kompleksnosti transkriptoma (npr. izrezovanje intronov; Piskol in 
sod., 2013). S transkriptomskimi podatki tudi ne zaznamo polimorfizmov, če se le-ti 
nahajajo v monoalelno izraženih regijah. 
 




S funkcijsko analizo izbranih 20 kandidatnih genov smo ugotovili, da jih je največ 
vključenih v biološke procese, vpete v uravnavanje celičnih oblik, regulacijo morfogeneze 
celic in vzpostavitev polarnosti celic (slika 13). Z analizo bioloških poti v zbirki KEGG 
smo del kandidatnih genov uvrstili v poti, povezane s pigmentacijo (signalna pot Wnt, 
melanogeneza), vsi izbrani kandidatni geni pa imajo vlogo v poteh, povezanih s celično 
komunikacijo (fokalna adhezija, celična regulacija aktinskega citoskeleta, tesni stiki, 
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5.1.2 PCR-RFLP analiza 
 
Iz rezultatov PCR-RFLP analize je razvidno, da smo med 20 kandidatnimi geni 
genotipizacijski test uspešno izvedli za štiri lokuse: amotl2a, hspa4b, lamb1b in spata13. 
Rezultati genotipizacije štirih lokusov so navedeni v preglednici 5. Dokazali smo, da je pri 
križancih med soško in potočno postrvjo jasno nakazana povezava med pigmentnim 
vzorcem in genotipom vsaj enega od testiranih kandidatnih genov, amotl2a. 
Razlogov za težave pri pomnoževanju drugih kandidatnih lokusov je lahko več, predvsem 
v premalo specifičnih začetnih oligonukleotidih in težavah pri optimizaciji PCR reakcije.  
S touchdown PCR smo dosegli večjo specifičnost pomnoževanja pri višjih temperaturah in 
se v nekaterih primerih izognili pomnoževanju regij s podobnimi zaporedji. V prvih ciklih 
se pomnožijo popolnoma homologna zaporedja, ki se v naslednjih ciklih pri nižji 
temperaturi pomnožujejo bolj učinkovito. Vsaka sprememba v temperaturi med pravilnim 
in nepravilnim prileganjem daje dvakratno razliko v količini produkta na cikel, kar poveča 
razmerje med pravilnim in nepravilnim produktom. 
Za izboljšanje uspešnosti pomnoževanja tarčnih nukleinskih kislin s PCR smo v reakcijsko 
mešanico dodali tudi pospeševalca pomnoževanja dimetilsulfoksid (DMSO) in goveji 
serumski albumin (BSA). DMSO deluje tako, da zmanjša moč vodikovih vezi v dvoverižni 
DNK in tako možnost nastajanja sekundarnih struktur, ki lahko ovirajo delovanje DNK-
polimeraze. Obenem zmanjša verjetnost nespecifičnega prileganja začetnih 
oligonukleotidov, kar pomeni, da se v PCR reagenti porabljajo učinkoviteje in izključno za 
pomnoževanje želenih nukleinskih kislin (Thaler in Bajc, 2013). BSA je zlasti uspešen pri 
nižanju vpliva oksidantov (Thaler in Bajc, 2013).  
Kljub temu je bilo v produktih PCR reakcij nekaterih lokusov (izrazito opazno pri npr. 
tjp1a, tjp1b in egfra) prisotno pomnoževanje nespecifičnih produktov, kar smo pri 
nekaterih lokusih ugotovili že po dolžini PCR fragmentov, pri drugih pa šele po 
restrikcijski analizi, zatorej takih lokusov nismo mogli uporabiti za genotipizacijo. 
Verjetno je prišlo do pomnoževanja homolognih regij, ki so posledica podvojitve genoma 
(Braasch in sod., 2007). Zato ima veliko rib par genov, ki je paralog enemu genu, 
prisotnemu pri ostalih vretenčarjih, vključno pri sesalcih in ptičih. Salmonidi imajo zaradi 
avtotetraploidizacije lahko celo dva para genov, ki sta paraloga enemu genu, torej kar štiri 
paraloge. Ribe imajo zaradi podvojitve genoma torej veliko paralogov, ki imajo visoko 
stopnjo homologije v zaporedjih, kar moti izvajanje PCR-RFLP analize. Po drugi strani pa 
so prav dogodki podvojevanja genoma pomembni v evoluciji pigmentnih genov, kar 
pojasnjuje tako veliko pestrost barv in barvnih vzorcev pri ribah, še posebno pri 
salmonidih. 
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5.1.3 Primerjava rezultatov genotipizacije lokusa amotl2a s pigmentnim vzorcem pri 
križancih 
 
Organiziranje posameznih epitelijskih ali endotelijskih celic v urejeno strukturo zahteva 
strog nadzor. Ti procesi so odvisni od vzpostavitve medcelične komunikacije, citoskeleta 
in tvorbe apikalno-bazalne polarnosti, vendar je malo znano, kako so ti dogodki med seboj 
usklajeni. Družina beljakovin angiomotin je sestavljena iz beljakovin, ki sodelujejo s 
kadherini v celičnih stikih, beljakovinami, odgovornimi za vzpostavitev celične polarnosti, 
ter citoskeletom. Mednje spada tudi gen amotl2a, katerega genotip je bil v naši raziskavi 
najbolje povezan s fenotipi križancev. Amotl2a (angl. angiomotin-like 2a) je vključen v več 
bioloških procesov, vključno z morfogenezo, proliferacijo endotelnih celic (Huang in sod., 
2007; Wang in sod., 2011; Agarwala in sod., 2015; Hultin in sod, 2017), regulacijo 
migracije celic in njihove oblike (Huang in sod., 2007; Hultin in sod., 2017), nastankom 
embrionalnega vzorca (Hildebrand in sod., 2017) in medceličnih stikov (Bratt in sod., 
2002; Huang in sod., 2007; Zheng in sod., 2009, Agarwala in sod., 2015), kjer je potreben 
za povezavo radialnih aktinskih filamentov s kadherini (Huang in sod., 2007; Hultin in 
sod., 2017). Ima ključno vlogo pri omejevanju števila in velikosti pigmentnih celic in 
sodeluje v signalni poti Wnt (Agarwala in sod., 2015; Dalle Nogare in Chitnis, 2015), ki 
ima dokazano pomembno vlogo pri nastanku labirintnega pigmentnega vzorca, značilnega 
za soško postrv (Sivka in sod., 2013).  
Glede na povezavo genotipa s fenotipom križancev in predhodno dokazano vlogo 
beljakovine lahko zaključimo, da je gen amotl2a najverjetneje vpleten v nastanek 
pigmentnega vzorca pri postrvih, v vsakem primeru pa je dober kandidatni gen, ki bi ga 
bilo vredno v prihodnosti z vidika pigmentacije bolje preučiti. Prisoten je v stiku med 
celicami na mestu dolgih izrastkov (Huang in sod., 2007), ki so potrebni za interakcijo in 
posledično najverjetneje za nastanek vzorca. Poleg tega je amotl2a vpet tudi v proces 
premikanja celic (Huang in sod., 2007), kar samo po sebi ni dovolj za celotno razlago 
nastanka vzorca, predstavlja pa pomemben del celokupnega dogajanja, ki vodi v končen 
pigmentni vzorec. Pričakujemo, da bodo nadaljnje raziskave omogočile še boljše 
razumevanje funkcionalne vloge kandidatnih genov pri nastanku pigmentnega vzorca pri 
postrvih. 
Razpoložljivost genomskih zaporedij in razvoj tehnologij urejanja genomov nam danes 
omogočata njegove usmerjene modifikacije in modulacijo izražanja genov pri različnih 
živalskih vrstah. Za dokončno potrditev hipoteze o nastanku pigmentnega vzorca pri 
postrvih bi lahko implementirali tehnologijo urejanja genomov za preučevanje genetskih in 
epigenetskih dejavnikov, ki uravnavajo nastanek pigmentnega vzorca pri postrvih. Za 
potencialno uvajanje genetskih modifikacij (izničenje genov, vnos mutacij) v kandidatnih 
genih in/ali za modulacijo njihovega izražanja, bi lahko uporabili tehnologijo CRISPR/Cas. 
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5.1.4 Odkriti SNP-ji kot novi genetski označevalci za določanje genetske čistosti soške 
postrvi 
 
Tako kot drugod po svetu, tudi v Sloveniji narašča splošna naravovarstvena zavest. Zaradi 
nje se je problem ogroženosti soške postrvi v soškem porečju v zadnjih desetletjih zelo 
aktualiziral. Soška postrv je v nevarnosti, ne le zaradi konkurenčnosti šarenke 
(Oncorhynchus mykiss) in potočne postrvi, s katerima si deli življenjski prostor, ampak 
predvsem križanja soške postrvi s potočno. To rezultira v plodnih križancih, ki se nadalje 
uspešno križajo s soško in potočno postrvjo ter med seboj. Poribljavanje soškega porečja s 
soško postrvjo so dosegli z vzrejo genetsko čistih soških postrvi. Za to so na voljo genetski 
označevalci, ki se uspešno uporabljajo, vendar je njihovo število omejeno in ne omogoča 
popolnoma zanesljivega ločevanja križancev od čistih soških postrvi – vsi zaznani SNP-ji v 
našem delu bi se potencialno lahko uporabili za genotipizacijo v ta namen. S pripravo 
seznama kandidatnih genov z zaznanimi enonukleotidnimi spremembami, ki so povezani z 
nastankom in vzdrževanjem pigmentnega vzorca pri postrvih ter potrditvijo hipoteze, da je 
pri križancih med soško in potočno postrvjo razločno nakazana povezava med pigmentnim 
vzorcem in genotipom enega kandidatnega gena, smo naredili korak k naboru genetskih 
označevalcev za ločevanje soške postrvi od njenih križancev s potočno postrvjo, ki temelji 
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S pridobljenimi rezultati smo skušali odgovoriti na hipoteze, ki smo si jih zastavili na 
začetku raziskave. 
V prvi hipotezi smo navedli, da je pigmentni vzorec pri postrvih posledica točkovnih 
mutacij v genih, ki imajo vlogo v medcelični komunikaciji. S tem namenom smo pripravili 
seznam kandidatnih genov, katerih enonukleotidne spremembe vplivajo tudi na 
spremembo zaporedja aminokislin in posledično zgradbo in funkcijo beljakovin. Dokazano 
je, da so tudi interakcije med različnimi tipi pigmentnih celic pomembne pri nastanku 
pigmentnega vzorca pri postrvih. Pomembnost medcelične komunikacije pri nastanku 
pigmentnega vzorca smo potrdili z genotipizacijo gena amotl2a, ki med drugim sodeluje v 
procesu neposrednih stikov med pigmentnimi celicami v koži postrvi. Amotl2a je prisoten 
v stiku med celicami na mestu dolgih izrastkov, ki so potrebni za interakcijo in posledično 
najverjetneje za nastanek vzorca. Poleg tega je amotl2a vpet tudi v proces premikanja 
celic, kar samo po sebi ni dovolj za celotno razlago nastanka vzorca, predstavlja pa 
pomemben del celokupnega dogajanja, ki vodi v končen pigmentni vzorec. 
Druga hipoteza se je nanašala na trditev, da je pri križancih med soško in potočno postrvjo 
jasno nakazana povezava med pigmentnim vzorcem in genotipom enega ali več 
kandidatnih genov. V naši analizi smo med štirimi analiziranimi lokusi identificirali enega 
(amotl2a), katerega genotip se ujema s fenotipom pri križancih. Pri križancih med soško in 
potočno postrvjo je torej jasno nakazana povezava med pigmentnim vzorcem in genotipom 
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Poglobitev znanja o genetskem ozadju lastnosti organizmov je pomembna zaradi vrste 
socioloških, zdravstvenih in ekonomsko-gospodarskih vidikov ter zato dolgoletni predmet 
človekovih aktivnosti. Med fenotipskimi lastnostmi rib, pigmentni vzorec najbolj izstopa in 
je bil hitro razpoznan kot temeljni sistem za raziskovanje mehanizmov morfogeneze in 
diferenciacije.  
Ribe iz družine Salmonidae so poznane po veliki pestrosti v barvi in pigmentnih vzorcih. 
Kljub napredku v razumevanju nastanka in vzdrževanja pigmentnega vzorca pri modelnih 
organizmih, ostaja mehanizem za nastankom le-tega pri postrvih še vedno slabo raziskan. 
Da bi razjasnili genetsko ozadje obarvanosti in nastanka pigmentnega vzorca pri postrvih, 
smo podrobneje preučili sorodni vrsti, soško (S. marmoratus) in potočno postrv (S. trutta). 
Vrsti se med seboj vidno razlikujeta v vzorcu v koži – soško postrv prepoznamo po njenem 
značilnem labirintnem vzorcu, potočno postrv pa po pikčastem vzorcu. 
Pri ribah je bila do sedaj večina raziskovalnega dela usmerjenega v preučevanje vrst iz 
podrazreda Teleostei. Največ raziskav je bilo posvečenih odkrivanju ozadja nastanka 
progastega vzorca v koži modelnega organizma cebrice (D. rerio). Z razvojem novih 
tehnologij in metod sekvenciranja naslednjih generacij so se odprla vrata za študij 
pigmentacije tudi pri nemodelnih organizmih. 
Z obsežnimi bioinformacijskimi analizami in ob dostopnosti dobro anotiranega genoma 
potočne postrvi smo prišli do velikega števila genov z nesinonimnimi mutacijami, ki so 
lahko kandidatni geni za pigmentacijo. Med vsemi identificiranimi polimorfizmi med 
soško in potočno postrvjo smo izbrali kandidatne enonukleotidne polimorfizme za 
preverjanje v laboratoriju in nadaljnje raziskave. Z analizo v zbirki bioloških poti KEGG 
smo kandidatne gene razporedili med biološke poti. Poti z največjim številom takšnih 
genov so bile: (1) presledkovni stiki, (2) tesni stiki, (3) adherentni stiki, (4) fokalna 
adhezija in (5) regulacija aktinskega citoskeleta. 
Gene s potrjenimi polimorfizmi, ki striktno ločujejo soško in potočno postrv, smo uporabili 
za genotipizacijski test različnih križancev med soško in potočno postrvjo, za katere so 
značilni zelo različni pigmentni vzorci. Dokazali smo, da je pri križancih med soško in 
potočno postrvjo jasno nakazana povezava med pigmentnim vzorcem in genotipom vsaj 
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Seznam 67 kandidatnih genov. 
Kandidatni gen za 
pigmentacijo pri 
cebrici 
Ime ortolognega gena pri 
potočni postrvi 
Esnembl ID ortologa pri 
potočni postrvi 
Opis gena 
Pozicija gena v genomu potočne 
postrvi (fSalTru1.1) 
afdna afdna ENSSTUG00000018387 afadin-like  35:20097621-20235772 
amotl2a amotl2a ENSSTUG00000020366 angiomotin-like 2a  22:49276359-49330522 
arhgap35b arhgap35b ENSSTUG00000017173 rho GTPase-activating protein 35-like  15:39882525-39898297 
arhgap35b arhgap35b ENSSTUG00000023079 rho GTPase-activating protein 35-like  19:36074330-36095065 
bcar1 bcar1 ENSSTUG00000007790 
breast cancer anti-estrogen resistance 
protein 1-like  
7:6395157-6575521 
bcl2b bcl2b ENSSTUG00000028266 apoptosis regulator Bcl-2-like  31:18192234-18247200 
crk crk ENSSTUG00000015897 adapter molecule crk-like  26:10781575-10788661 
cyfip1 cyfip1 ENSSTUG00000046923 cytoplasmic FMR1 interacting protein 1  17:1162292-1248279 
egfra egfra ENSSTUG00000038507 epidermal growth factor receptor-like  31:12087308-12142627 
fgfr2 fgfr2 ENSSTUG00000014734 fibroblast growth factor receptor 2-like  2:73718809-73827716 
fgfr2 fgfr2 ENSSTUG00000044836 fibroblast growth factor receptor 2-like  5:32162969-32298362 
fn1a fn1a ENSSTUG00000020383 fibronectin-like  20:3754172-3828216 
fn1b fn1b ENSSTUG00000011785 fibronectin-like  6:57035565-57063778 
git1 git1 ENSSTUG00000018431 GIT ArfGAP 1  26:11198372-11222242 
gnai2a gnai2a ENSSTUG00000023795 
guanine nucleotide-binding protein G(i) 
subunit alpha-2-like  
16:31309204-31400680 
hspa4b hspa4b ENSSTUG00000004613 heat shock 70 kDa protein 4-like  3:7742327-7757362 
itga10 itga10 ENSSTUG00000039883 integrin alpha-10-like  37:1952093-2001972 
itga2 itga2 ENSSTUG00000006583 integrin alpha-2-like  15:55552430-55590568 
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itga4 itga4 ENSSTUG00000039797 integrin alpha-4-like  24:27109638-27137497 
itga8 itga8 ENSSTUG00000043600 integrin alpha-8-like  37:18934475-19005380 
itgb1 itgb1 ENSSTUG00000034137 integrin beta-1-like  31:26024356-26061832 
itgb4 itgb4 ENSSTUG00000005444 integrin beta-4-like  2:48535576-48569780 
itgb6 itgb6 ENSSTUG00000005572 integrin beta-6-like  6:45886331-45902277 
itpr1a itpr1a ENSSTUG00000005581 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1-
like  
16:29427507-29595568 
itpr1b itpr1b ENSSTUG00000015338 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1-
like  
14:19391009-19550231 
lamb1a lamb1a ENSSTUG00000025697 laminin subunit beta-1-like  17:45995831-46029264 
lamb1a lamb1a ENSSTUG00000023755 laminin subunit beta-1-like  7:45410355-45448525 
lamb1b lamb1b ENSSTUG00000006298 laminin subunit beta-1-like  8:31934709-31965207 
lamb4 lamb4 ENSSTUG00000025200 laminin subunit beta-4-like  17:45975433-45993729 
lpxn lpxn ENSSTUG00000001016 leupaxin-like  4:51435307-51443596 
magi1b magi1b ENSSTUG00000045570 
membrane-associated guanylate kinase, WW 
and PDZ domain-containing protein 1-like  
14:23853632-24029106 
mapk7 mapk7 ENSSTUG00000013688 mitogen-activated protein kinase 7  24:39510408-39522293 
mpp4a mpp4a ENSSTUG00000019030 MAGUK p55 subfamily member 4-like  20:2524998-2570933 
mpp5a mpp5a ENSSTUG00000022878 MAGUK p55 subfamily member 5-A-like  25:13256366-13310611 
mpp5a mpp5a ENSSTUG00000050396 MAGUK p55 subfamily member 5-A-like  33:6357839-6404488 
arhgap17b arhgap17b ENSSTUG00000044136 rho GTPase-activating protein 17-like  32:30135699-30153570 
gsnb gsnb ENSSTUG00000003999 gelsolin-like  8:39486877-39494144 
tjp2 tjp2 ENSSTUG00000001226 tight junction protein 2  9:39704547-39826134 
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zmp:0000000846 / ENSSTUG00000013541 tenascin-like  12:62674635-62752275 
actb1 / ENSSTUG00000000731 actin, non-muscle 6.2  1:73575708-73580422 
nectin3b nectin3b ENSSTUG00000019176 nectin-3-like protein  15:40429796-40480244 
nedd4l nedd4l ENSSTUG00000015360 NEDD4 like E3 ubiquitin protein ligase  15:59453291-59564155 
pard3ab pard3ab ENSSTUG00000031890 partitioning defective 3 homolog  31:25584954-25851412 
pdgfrb pdgfrb ENSSTUG00000006606 
platelet-derived growth factor receptor beta-
like  
3:35108350-35166787 
pik3cb pik3cb ENSSTUG00000007276 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit beta isoform-like  
13:75942592-76024455 
pip5k1bb pip5k1bb ENSSTUG00000032466 
phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase 
type-1 beta-like  
9:24541126-24571158 
plcb3 plcb3 ENSSTUG00000035609 
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
phosphodiesterase beta-3-like  
8:27213552-27317066 
prkag2b prkag2b ENSSTUG00000046330 
5'-AMP-activated protein kinase subunit 
gamma-2-like  
21:28237194-28274450 
ptenb ptenb ENSSTUG00000020846 
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase and dual-specificity protein 
phosphatase PTEN-like  
2:53131735-53144600 
rac2 rac2 ENSSTUG00000004347 ras-related C3 botulinum toxin substrate 2  32:23319219-23341188 
rock1 rock1 ENSSTUG00000046106 rho-associated protein kinase 1-like  31:12567269-12633062 
scinla scinla ENSSTUG00000003506 gelsolin-like  22:31843704-31857443 
scrib scrib ENSSTUG00000017075 scribble planar cell polarity protein  2:37652705-37785858 
slc9a3r1a slc9a3r1a ENSSTUG00000051114 
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slc9a3r1a slc9a3r1a ENSSTUG00000050532 
Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor 
NHE-RF1-like  
10:36042441-36076900 
spata13 spata13 ENSSTUG00000012685 spermatogenesis-associated protein 13-like  2:13825360-13846040 
ssh1a ssh1a ENSSTUG00000050899 
protein phosphatase Slingshot homolog 1-
like  
27:15698171-15749048 
ssh2a ssh2a ENSSTUG00000017502 
protein phosphatase Slingshot homolog 2-
like  
26:11145373-11162130 
ssh2a ssh2a ENSSTUG00000034170 
protein phosphatase Slingshot homolog 2-
like  
13:54340629-54378714 
ssx2ipa ssx2ipa ENSSTUG00000036526 
afadin- and alpha-actinin-binding protein-
like  
31:11930526-11943354 
stk11 stk11 ENSSTUG00000042429 serine/threonine-protein kinase STK11-like  21:39966732-40007918 
thbs1b thbs1b ENSSTUG00000048082 thrombospondin-1-like  35:34673253-34689527 
thbs2a thbs2a ENSSTUG00000016312 thrombospondin 2  10:31773040-31805031 
tjp1b tjp1b ENSSTUG00000048724 tight junction protein ZO-1-like  7:55295514-55499425 
tjp2a tjp2a ENSSTUG00000031734 tight junction protein ZO-2-like  12:68039918-68075370 
tln2a tln2a ENSSTUG00000001276 talin-2-like  12:29810571-29945094 
waslb waslb ENSSTUG00000027442 
neural Wiskott-Aldrich syndrome protein-
like  
8:34724094-34749136 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
